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r e s u m o
A análise de células orais esfoliadas permite a avaliac¸ão de biomarcadores para dano genó-
mico, potencial proliferativo emorte celular, adquirindo particular relevância em indivíduos
com inﬂamac¸ão crónica do epitélio oral. O objetivo deste trabalho foi elaborar um estudo
piloto para caracterizac¸ão dos tipos celulares da mucosa oral em indivíduos com diferentes
graus de saúde periodontal. Para o efeito, procedeu-se à análise de mil células orais esfolia-
das em dez participantes (não fumadores, entre os 50-65 anos e sem antecedentes pessoais
de cancro) divididos de acordo com o seu estado periodontal: 5 controlos (periodonto saudá-
vel/ periodontite leve) e 5 casos (periodontite moderada/ grave). Nesta análise observou-se
um maior número de células basais, cariolíticas e células com micronúcleos nos indivíduos
com periodontite moderada/grave. Estes resultados revestem-se de grande interesse, uma
vez que não existem estudos publicados que relacionem a frequência destes tipos celulares
com o estado de saúde periodontal dos indivíduos.
© 2011 Sociedade Portuguesa de Estomatologia e Medicina Dentária. Publicado por
Elsevier España, S.L. Todos os direitos reservados.
Preliminary study of cellular types of oral mucosa in patients with
periodontal disease
eywords:
enotoxicity
iomarker
eriodontal Disease
a b s t r a c t
The characterization of oral exfoliated cells evaluates genomic damage, proliferative poten-
tial and/or cell death and is of great interest, namely in individuals with oral mucosa chronic
inﬂammation. Our aim was to set up a pilot study to characterize the cell types of the buccal
mucosa according to periodontal status. For this purpose, we analyzed different cell types
obtained per one thousand exfoliated buccal cells in 10 selected participants (non-smokers,
aged between 50-65 years, without history of cancer) divided according to their periodontal
status: 5 controls (with healthy periodontium/mild periodontitis) and 5 cases (with mode-
rate/severe periodontitis). Our data showed an increased number of micronuclei, basal andkaryolytic cells in the grou
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Introduc¸ão
Os biomarcadores são indicadores mensuráveis de um estado
biológico especíﬁco, normalmente associado a risco, presenc¸a,
gravidade ou prognóstico de doenc¸a. A análise de células
orais esfoliadas (COE) permite avaliar biomarcadores para
dano genómico, potencial proliferativo e morte celular1,2.
Estas células podem apresentar alterac¸ões morfológicas a
nível nuclear, tais como cromatina condensada, núcleo frag-
mentado (células cariorréticas), núcleo pequeno (picnótico) ou
perder completamente o seu material nuclear (células cario-
líticas), o que pode indicar diferentes estágios de apoptose,
caracterizada pela fragmentac¸ão do ADN e desagregac¸ão do
invólucro nuclear2. Esta análise permite igualmente avaliar
defeitos citogenéticos, pela observac¸ão de células binuclea-
das, o potencial proliferativo, através da frequência de células
basais e biomarcadores para o dano no ADN através da
presenc¸a adicional de uma ou mais estruturas nucleares
mais pequenas (os micronúcleos) ou de um núcleo com uma
aparente constric¸ão aﬁada numa das suas terminac¸ões (os
nuclear buds)2,3. Uma vez que a doenc¸a periodontal é uma
das condic¸ões inﬂamatórias mais frequentes na populac¸ão
mundial4, importa avaliar se esta condic¸ão interfere com os
níveis basais dos diferentes tipos celulares da mucosa oral.
O presente estudo teve como objetivo fazer uma
caracterizac¸ão preliminar dos tipos de células descama-
das da mucosa oral em indivíduos com diferentes graus de
saúde periodontal, entre os 50-65 anos.
Materiais e Métodos
Participantes
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética da FMDUP.
Todos os participantes foram recrutados na Clínica da FMDUP
e assinaram um consentimento informado para participac¸ão
voluntária no estudo.
Para a selec¸ão da amostra, foi aplicado um questionário
que permitiu recrutar 10 indivíduos de ambos os sexos, com
idades compreendidas entre os 50 e os 65 anos, não fuma-
dores, sem antecedentes pessoais de patologia oncológica ou
quimio/radioterapia e que, no momento do estudo, não esta-
vam a fazer qualquer medicac¸ão que pudesse causar dano no
ADN.
Diagnóstico periodontal
Os participantes foram submetidos a um exame periodontal,
que incluía a avaliac¸ão da profundidade de sondagem (PS),
das recessões, da perda de aderência (PA) e da hemorragia
pós-sondagem (HPS). Usaram-se os critérios de diagnóstico
da European Global Oral Health Indicators Development (EGOHID),
os quais preconizam que um periodonto saudável corres-
ponde a uma PA de 0mm, uma periodontite leve corresponde
a uma PA de 1 ou 2mm, uma periodontite moderada cor-
responde a uma PA de 3 ou 4mm e uma periodontite grave
corresponde a uma PA igual ou superior a 5mm.r max i lofac . 2012;53(2):99–102
De acordo com o diagnóstico periodontal, foram considera-
dos 2 grupos: grupo de casos, constituído por 5 participantes
com diagnóstico de periodontite moderada ou grave e grupo
de controlos, constituído por 5 participantes com diagnóstico
de periodonto saudável ou periodontite leve.
Recolha e preparac¸ão das células para observac¸ão
de micronúcleos em microscopia ótica
A caracterizac¸ão dos tipos celulares foi executada, de acordo
com o protocolo de Thomas et al.2. As células foram recolhi-
das em ﬁxador Saccomano e coradas com reagente de Schiff
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) (colorac¸ão nuclear) e Light
Green (0,2%w/v Gurr’s) (contraste citoplasmático). As células
foram posteriormente colocadas numa lâmina de vidro com
meio de montagem (Eukitt® O. Kindler GmbH, Sigma-Aldrich,
St. Louis, EE. UU.) e observadas em microscopia ótica (Konus
Campus-Model BM-100FL, Verona, Italia) com uma ampliac¸ão
de 400x. Procedeu-se à contagem de um mínimo de 1 000 célu-
las por participante em ensaio cego.
Análise Estatística
Os dados obtidos no estudo foram codiﬁcados e transferidos
para uma base de dados nos programas Microsoft Ofﬁce®
Excel 2010 eSPSS®V.18.Aanálisedescritivadosdados e a esta-
tística analítica (p≤0,05) foram desenvolvidas com recurso
a estes programas. Para avaliac¸ão da precisão do método de
medida do diagnóstico periodontal utilizou-se o teste de Wil-
coxon com um nível de signiﬁcância de 5%.
Resultados
Não foram encontradas diferenc¸as estatisticamente signi-
ﬁcativas (p>0,4) para o diagnóstico periodontal no âmbito
intraobservador.
Procedeu-se à análise das células orais esfoliadas (ﬁgura 1)
e posterior caracterizac¸ão dos tipos celulares obtidos nos gru-
pos de casos e controlos (tabela 1).
Os resultados preliminares do intervalo de conﬁanc¸a de
95% permitem veriﬁcar uma diferenc¸a entre o grupo de
casos e de controlos no que diz respeito às células basais,
com micronúcleos e cariolíticas. Já em relac¸ão aos nuclear
buds, os resultados encontrados foram muito semelhantes em
ambos os grupos avaliados. Para os restantes tipos celulares,
os dados preliminares não são conclusivos. Sendo assim, a
média de células basais por mil células orais esfoliadas foi
maior no grupo de casos (6,60) em comparac¸ão com o grupo
de controlos (2,00).
Relativamente aos tipos celulares indicativos de dano no
ADN, os resultados encontrados permitiram observar uma
média de micronúcleos superior no grupo de casos (3,20/mil
COE), relativamente ao de controlos (1,20/mil COE).
Os tipos celulares indicativos de morte celular, as células
cariolíticas, apresentam uma média superior nos contro-
los (219,00/mil COE), quando comparados com os casos
(139,20/mil COE).
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Figura 1 – Tipos celulares encontrados em células orais esfoliadas, marcadas com reagente de Schiff e Light green,
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enalisadas por microscopia ótica. Ampliac¸ão: 400X.
iscussão
periodontite está, frequentemente, associada a uma
roduc¸ão aumentada de espécies reativas de oxigénio e a um
stado de inﬂamac¸ão crónica5–7 que pode promover todas as
ases da tumorogénese, incluindo dano no ADN, proliferac¸ão
escontrolada e inibic¸ão da apoptose8.
A análise das COE permite o estudo da taxa de proliferac¸ão,
em como da estabilidade genómica e da propensão para
morte celular, eventos dos quais depende a regenerac¸ão
o envelhecimento celulares. No entanto, existem ainda
Tabela 1 – Caracterizac¸ão dos tipos celulares obtidos (por mil cé
Ba Di MN
Grupo de controlos (participantes com periodonto saudável ou periodontite leve, n
Mínimo 1,00 656,00 1,00
Percentil 25% 1,00 691,00 1,00
Mediana 1,00 729,00 1,00
Percentil 75% 3,00 769,00 1,00
Máximo 4,00 806,00 2,00
Média 2,00 730,20 1,20
Desvio Padrão 1,41 59,78 0,45
Erro Padrão 0,63 26,73 0,20
IC 95% da média (valor inferior) 0,76 677,80 0,81
IC 95% da média (valor superior) 3,24 782,60 1,59
Grupo de casos (participantes com periodontite moderada ou grave, n = 5)
Mínimo 2,00 617,00 1,00
Percentil 25% 3,00 729,00 2,00
Mediana 4,00 835,00 3,00
Percentil 75% 11,00 863,00 4,00
Máximo 13,00 900,00 6,00
Média 6,60 788,80 3,20
Desvio Padrão 5,03 115,21 1,92
Erro Padrão 2,25 51,53 0,86
IC da média 95% (valor inferior) 2,19 687,81 1,51
IC da média 95% (valor superior) 11,01 889,79 4,89
Ba: Basal; Bi: Binucleada; Ca: Cariorrética; Car: Cariolítica; Co: Condensadalacunas, nomeadamente quanto à relac¸ão entre os tipos celu-
lares observados nas amostras e estados de doenc¸a1,2,9,10.
A caracterizac¸ão das COE neste estudo (Tabela 1) permitiu
observar que os resultados obtidos no grupo de controlo (par-
ticipantes com periodonto saudável ou periodontite leve) vão
ao encontro dos publicados por Thomas et al., com excec¸ão
da contagem de células basais que é menor2. Uma vez que os
micronúcleos representamdanos genómicos que podemestar
associados a fatores relacionados com a exposic¸ão a agen-
tes genotóxicos, ao estilo de vida e a fatores genéticos1, seria
interessante fazer um estudo em grande escala das células da
lulas)
NB Bi Co Ca Pi Car
=5)
0,00 2,00 1,00 3,00 1,00 130,00
0,00 4,00 1,00 6,00 3,00 176,00
1,00 5,00 3,00 25,00 3,00 221,00
1,00 6,00 6,00 36,00 3,00 268,00
2,00 13,00 42,00 49,00 22,00 300,00
0,80 6,00 10,60 23,80 6,40 219,00
0,84 4,18 17,67 19,59 8,76 68,44
0,37 1,87 7,90 8,76 3,92 30,61
0,07 2,33 -4,89 6,63 -1,28 159,01
1,53 9,67 26,09 40,97 14,08 278,99
0,00 2,00 3,00 11,00 2,00 38,00
0,00 4,00 4,00 16,00 7,00 42,00
1,00 8,00 5,00 21,00 8,00 63,00
1,00 25,00 6,00 46,00 19,00 229,00
1,00 31,00 14,00 51,00 25,00 324,00
0,60 14,00 6,40 29,00 12,20 139,20
0,55 13,13 4,39 18,23 9,47 130,11
0,24 5,87 1,96 8,15 4,24 58,19
0,12 2,49 2,55 13,02 3,90 25,16
1,08 25,51 10,25 44,98 20,50 253,24
; Di: Diferenciada; MN: Micronúcleo; NB: Nuclear Bud; Pi: Picnótica.
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mucosa oral de pacientes saudáveis pertencentes à populac¸ão
portuguesa.
Relativamente aos pacientes com doenc¸a periodontal, os
resultados observados parecem indicar a presenc¸a de um
maior número de células commicronúcleos, representativo de
genotoxicidade. Por outro lado, observou-se ummaior número
de células basais, que pode indicar ummaior potencial prolife-
rativo namucosa oral e umadiminuic¸ão de células cariolíticas,
representativas de um estádio tardio de morte celular progra-
mada. Estes resultados, a serem conﬁrmados, revestem-se de
grande interesse, uma vez que não existem estudos publica-
dos que relacionema frequência dos diferentes tipos celulares
e o estado de saúde periodontal dos indivíduos.
A caracterizac¸ão dos tipos celulares da mucosa oral, ainda
que preliminar, parece indicar um aumento do potencial pro-
liferativo e de genotoxicidade, aliado a uma menor taxa de
apoptose no epitélio oral dos indivíduos com periodontite
moderada ou grave. É, no entanto, essencial completar esta
caracterizac¸ão e estudar quais os mecanismos que estão na
base destes acontecimentos celulares.
Responsabilidades éticas
Protec¸ão de pessoas e animais. Os autores declaram que
os procedimentos seguidos estavam de acordo com os regu-
lamentos estabelecidos pelos responsáveis da Comissão de
Investigac¸ão Clínica e Ética e de acordo com os da Associac¸ão
Médica Mundial e da Declarac¸ão de Helsinki.
Conﬁdencialidade dos dados. Os autores declaram ter seguido
os protocolos de seu centro de trabalho acerca da publicac¸ão
dos dados dos participantes e que todos os participantes
incluídos no estudo receberam informac¸ões suﬁcientes e
deram o seu consentimento informado para participar nesse
estudo.
Direito à privacidade e consentimento informado. Os autores
devem ter obtido o consentimento informado dos pacientes
e/ou sujeitos mencionados no artigo. O autor para correspon-
dência deve estar na posse deste documento.Conﬂito de interesses
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